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Summary 
Until sev巴ralyears ago， Agrobacterium has been considered to be impossible to infect monocot plant 
species. However， during the past five years， Agrobacterium-mediated syst巴mhas become a principal 
method of rice transformation， although the transformation efficiency mainly depends on the regenel油 il-
ity of rice cultivars. In this study， be the establishment of high-巴fficiencytransformation system in ric巴
plants， the cuJtivars that have a strong regeneration potential scr巴en. Among 13 cultivars， th巴cultivar
“Reiho" was the most superior to regenerate transgenic rice plant. Furthermore， pre-culture of callus in 
liquid medium and ultrasonic treatment during Agrobacterium inf，巴ctionalso largely enhanc巴dthe trans-
formation efficiency. 
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緒言
植物に対する外来遺伝子の導入法としては， DNAを直接細胞に取り込ませるポリエチレン
グリコール法j) エレクトロポレーション法2) マイクロインジェクション法t)パーティクル
ガン法3)及ぴリボソームit41あるいは，土壌細菌であるアグロパクテ 1)ウムの感染を利用した生
物的導入法5)等が報告されている.当初，アグロパクテリウムを用いた方法は主として双子葉
植物への遺伝子導入の際に利用されて来たが，近年で、は単子葉桶物へのJZ;用も報告されてお
り札，その適応範囲が広がっている.しかしながら，イネやトウモロコシに同法を応用した
場合， {共試する品種によって形質転換効率が著しく異なることが知られており，効率的な形質
転換体の作出を行うためには品種を厳選する必要がある.そこで我々は，アグロパクテ 1)ウム
法を用いた効率的な形質転換イネの作出系の擁立を目的として，最終的なイネの形質転換効率
に顕著な影響を及ぼすと考えられる存分化効率の品種間差異について検討し，形質転換実験に
適する品種を選定すると共にアグロパクテリウム感染過程の至適化を行うこととした.
はじめに，本研究室にで保存されている13種類のイネ品種を供試して再分化効率についての
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検討を行った後，遺伝子導入効率を厳密に測定するために，第 1イントロンを含むトウモロコ
シのユビキチンプロモータ _81とβグルクロニダーぞ (GUS)遺伝子9)を融合したレポーター
遺伝子を作成し，これを保持するベクターを用いて形質転換実験を行った.
また，同一ベクター上に存在する 3種類の遺伝子会について，同…の植物組織における転写量
を解析することで，イネでの各々のプロモーター活性を比較したほか，導入した GUS遺伝子
産物の活性及び薬剤耐性を指標として，後代における導入遺伝子の安定性についての調査も
行っTこ.
材料および方法
1.プラスミドの構築
pBIロ221
Iにてj切切り出し，Sac 1及びBamHIで切断した後，脱1)ン酸化した植物遺伝子発現用のベク
タ-pBIl01噌Hm時AT1のユピキチンプロモータ一川の下流にクローニングした(Fig.1).作成し
たプラスミドは，凍結・融解法11)を用いてAgrobαcteriumtum買faciensEHA10l12株中に導入した.
2.培養及び形質転換条件
イネ (0ηzasativa L.品種:黄金構，山田錦，日本晴，びかいち，レイホウ，ヒノヒカリ，
コシヒカ 1)，ニシホマレ，カルロース76，401，サカエモチ，ヒヨクモチ及びこがねもち)穣
は， 2.5%次亜塩素酸ナトリウム及びO.3%Tween20を含む水溶液中に30分間浸漬し滅菌処理
を行った後，滅菌水で3回濃いで実験に用いた.
培地組成及び、培養条件等は基本的に Tokiの報告1勺こ従い カルス形成率は培養開始から 3
週間後に測定し，得分化効率については，感染操作を行わないカルスを抗生物質を除いた再分
化培地に移し， 43日目までに再分化が認められたものの数をもとに算出した.
また，感染に用いるカルスを国体培地上で調整した場合と，同じ組成の液体培地中で浮遊培
養を行った場合及びアグロパクテリウム接種時の超音波処理の有無が形質転換効率に及ぼす影
については，最終的に得られた形質転換体の数によって評価を行った.
3割プ口一ブの作成
DNAプロープは，GUS遺伝子の一部を PCR法により増幅し，これを鋳型としてYamashita
Hindlll 
NPTII 
NPTII probe GUS probe HPH probe 
Fig. 1 pBIlOIHmAT1-GUSにおける下DNA領域の構造
RB，ライトボーダー;LB，レフトボーダー;NPTI1， ネオマイシンホスホトランスフエラーゼ遺伝子，
GUS，s-グルクロニダーゼ遺伝子;HPH，ハイグロマイシンホスホトランスフエラーゼ遺伝子;
NOS，ノパリン合成直孝素プロモーター;Ubi， トウモロコシユピキチンプロモーター;
35S，カリフラワーモザイクウイルス35Sプロモーター;NOSTER，ノパリン合成酵素3'シグナル，
下線部はプロープに使用した部分を表す。
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らの方法凶iこ従って作成した.
加すAプローブの作成には，目的の遺伝子 (NPT1I， GUS， HPH)をアンチセンス方向に組み込
んだpBluescriptIベクターを Hindill，EcoR V ， EcoR 1を用いて消化し，これを鋳型として百ler-
mo T7RNAポリメラーゼ (TOYOBO)及びDIG喧RNALabeling Mix (Boeringer Mannheim) を
用いて反応、を行った.
4圃ゲノミック DNAの抽出
イネ緑葉を材料として，改変CTAB~.去凶を用いてゲノミック DNA の抽出を行った.
5. total RNAの抽出
total RNAの抽出は，ブエノール/SDS法15iを基本として若干の改変を加えた方法を用いて
行った 5gのイネ組織(緑葉，稗及び根)を液体窒素中で凍結し乳鉢を用いて粉砕した後， 25 
mlのRNA抽出バッファー [180mMトリスー塩酸 (pH8.2)， 90mM塩化リチウム， 4.5mM
EDTA， 1 %SDSJ及び10mlの水飽和フェノールを加え，ボリトロン型ホモジナイザーを用い
て最高速で 1分間撹持した.さらにlOmlのクロロホルム及び5mlの2M酢酸ナトリウム水溶
液 (pH4.0) を加えてよく撹持した後，遠心分離した.等量の水飽和フェノール及びクロロホ
ルムによる抽出を 3回繰り返した後，さらに10mlのクロロホルムを用いてフェノールを除去
した.水層を新しい遠心管に移し， 15mlの8M塩化リチウム水溶液を加えて 40Cでl晩静置
することでRNAをリチウム塩として析出させた.回収した沈殿は， 500μlの滅菌水に溶かし
た後， 50μlの3M酢酸ナトリウム水溶液を加え，再度遠心分離することで混入している多糖
類を除去した.その後，この上清に1.5倍量のイソプロパノールを加えて遠心分離を行いRNA
の沈殿を回収した.
6岡サザンブロット分析
3月のゲノミック DNAを2種類の制隈酵素 (BamH1及びHindill) を用いて消化し，サザ
ンプロット分析に用いた.サザンプロット分析の条件については，前述の方法に従った"l
7.ノーザンブ口ット分析
10，ugのtotalRNAを1.2%ホルムアルデヒドアガロースゲル(1 XMOPSノfツファ…， 5 % 
ホルムアルデヒド， 1.2%アガロース)電気泳動を用いて分商を行った後， 20XSSCパップアー
を用いてナイロンメンブレン (Hybond-N+， Amersham) に転写し， 80"Cにて 1時間の乾熱処理
を行い RNAを固定した.
ハイブリダイゼーションは， 50%目見イオンイ七ホルムアミド， 5 XSSC， 7 %SDS， 2 %ブ
ロッキング試薬， 50mMリン酸ナトリウムパップアー (pH7.0)，0.1%N-ラウロイルサルコシ
ンを含むバッフア}中で650Cにて行った.プローブとしては，前述のDIG標識したアンチセ
ンス RNAを用いた.ハイブリダイゼーションの後，メンブレンを 2XSSC， 0.5%SDSを合む
水溶液中で5分間ずつ2回， 650Cの0.lXSSC，0.5%SDSを含む水溶液中で20分ずつ3回洗浄
を行った後， RNaseA処理を行うことでメンブレンに非特異に結合している RNAプローブを
除去した.これ以降の操作は，前述のサザンプロット分析と同様に行ったlぺ
8置戸町グJレクロニダーゼ (GUS)活性の検出
ポットに播種し 2週間生育させたイネの幼植物を 2mMX田Gluc，0.5mMフェリシアン化
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カリウム， 0.5mMフェロシアン化カリウム， 0.3%TritonX-100及び20%メタノールを含む100
mMリン酸カリウムバッファー (pH7.0)中に浸i責し3TCで一晩インキユベートした.染色し
た試料は，蒸留水で濯いだ後に70%エタノール中に浸してクロロフィルを除去した.
結果及び考察
上カルス形成効率と再分化効率の検討
Tabl巴.1は，今回供試した13品種のイネについ
て，種子からのカルス形成効率及びカルスから植
物体への再分化効率を示している.供試品種間で
のカルス形成効率を比較したところ，最低33.3%
から最高94.7%までのばらつきが認められた.ま
た，このうち日本晴，レイホウ，ヒノヒカリの3
品種においては， 90%以上という特に高いカルス
形成効率を示すことが明らかとなった (Table.1). 
これらの品種ではカルスの増殖速度も非常に速く，
他の品種に比べ大きなカルス塊を形成した.次に，
得られたカルスからのシュート誘導効率を検討し
Table. 1 イネ品穏問でのカルス形成効率及
び再分化効本の比較
品種名
黄金H青
山田錦
日本晴
ぴかいち
レイホウ
ヒノヒカリ
コシヒカリ
ニシホマレ
カルロース76
カルス形成効率 干草分化効率
7. 5% 26.7% 
41.6% 
37.0% 
10.0% 
73.3% 
2.5% 
14.0% 
たところ，シュート誘導効率とカルス形成効率と
401 
は必ずしも一致ていしないことが明らかとなった.
サカエモチ
68.5% 
90.0% 
33.3% 
94.7% 
92.5% 
46.7% 
87.1 % 
76.3% 
46.7% 
77.5% 
89.5% 
74.3% 
。%
25.0% 
35.7% 
10.3% 
例えば， 92.5%という高いカルス形成率を示した
とノヒカリは再分化が非常に遅く， 43日目の時点
では2.5%のカルスからシュートの形成が認めら
ヒヨクモチ
こがねもち
6.3% 
48.0% 
れたのみであった.これに対して，今回供試した中で唯一のインデイカ品種である401のカル
ス形成効率は， 46.7%と低いものであったが再分化率は35.7%と他の品種と比較すると高い値
を示した.
イネの形質転換において，アグロパクテリウムの感染はカルスを用いて行うことから，品質
の良いカルスを大量にかつ容易に得ることは重要で、あり 加えて その後の再分化効率も形質
転換体の効率的な作出には大いに影響を与える. したがって，今回実験に供試した品種の中で，
標準品種とされている日本晴をはるかに凌ぐ再分化効率を示したレイホウは，形質転換実験の
材料として最適であると考えられた.そこで，以降の感染実験はレイホウを用いて行った.
2.培養条件及びアグ口バクテ 1)ウム感染条件の検討
アグロパクテリウムの感染に用いるカルスの培養条件が感染効率に与える影響を調べるため，
異なる培養条件で調整したカルスを用いて感染
実験を行った.更に，感染時の超音波処理の影
響についての調査もあわせて行い，最適な感染
条件の確立を試みた (Table.2).その結果，
いずれの処理についても無処理の場合
(1.25%) と比較すると，超音波処理を行った
場合には約1.7倍 (2.08%)，浮遊培養及び、超音
波処理ともに行った場合には約5.8倍(7.30%)
Table. 2 カルスの培養条件及びアグロパクテ
リウム感染時の超音波処理が形質転
換効率に及ぼす影響
カルスの浮遊培養超音波処理形質転換効率
1.25% 
十 2.08%
+ 十 7.30% 
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の有意な形質転換効率の上昇が認められ，これらの処理はいずれもアグロパクテリウムの感染
に効果があることが明らかになった.これらの原因としては，浮遊i音養により増殖能及び再分
化能ともに高いカルスが優先的に増殖したことに加え，超音波処理により，カルス表面に多数
の微小な傷が形成され，アグロパクテリウムの袋入が容易になったことが考えられる.
3.イネゲノム中への外来遺伝子の組み込み犠式についての解析
イネゲノム中に導入された外来遺伝子の組み込み様式を明らかにするため，得られた形質転
換体より DNAを抽出し，これを BamHI及び
Hind恕を用いて完全消化した後，GUS遺伝子
をプロープとして用いたサザンプロット分十汗を
行った.その結果，BamH 1を用いた場合には，
GUS 1系統では約lOkbpのバンドが， GUS2系
統では約 5kbと約 8kbpのバンドがそれぞれ検
出され，Hindillを用いた場合には， GUS 1系
統では約 6kbpのバンドが， GUS2系統では約
6 kbpとlOkbpを越えるバンドがそれぞれ検出
された (Pig.2). これらすべてのバンドは，
BαmHIで切断した場合に4.0kbp以上，Hindill 
で切断した場合に6.0kbp以上の大きさを示し
たことから， LBとこれに隣接するイネゲノム
の…部を含むものであると考えられる (Pig.1). 
すなわち，これらのバンドの数は，導入された
下DNA領域のコピー数と一致することから，
GUS 1系統には少なくとも 1コピー ， GUS2系
統には少なくとも 2コピーの外来遺伝子が導入
されていると考えられた.
4園導入遺信子の植物体における発現パターン
の解析
導入遺伝子の植物体における mRNAへの転
を確認するため，得られた形質転換体の根，
秤および葉から totalRNAを抽出し，NPT日，
GUS及び、HPH遺伝子をプロープとしたノー
ザンプロット分析を行った.その結果，いずれ
の組織においても 3つの遺伝子の転写産物
(NPT U : 0‘8kbp， GUS : l.8kbp， HPH : L 3 
kbp)の存在が確認された (Pig.3 ) . 
これらの遺伝子は，それぞれアグロパクテリ
BamHI Hindlll 
(1k0b0 p) げ43uニもト‘夕も、fFdpJuふb夕b、f.>"V
8.0 
6.0 
5.0 
4.0 
3.0 
2.0 
1.5 
1.0 
。調5
唱島
Fig.2 GUS遺伝子をプローブとしたサザンブ
ロット分析
GUS 1βkb 
HPH 1.3kb 
ウム由来のノパリン合成酵素遺伝子命プロモ_ NPTII 0.8kb 
ター， トウモロコシ由来のユピキチン遺伝子プ
ロモーターおよびカリフラワーモザ、イクウィル Fig.3 イネ組織における NPTI1，GUS及びHPH
ス由来の35SRNA遺伝子プロモーターによっ 遺伝子の発現
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て転写が制御されている (Pig.1). 
そこで3韓類のプロープ (Pig.1 )を用いて
ノーザンブロット分析を行い，導入した3つの
遺伝子の転写量の違いについて調査した.その
結果，イネにおいては，一般に強い発現を示す
ことが知られている35Sプロモーター附と比較
してユピキチンプロモーターは更に強い発現を
示し， NOSプロモーターは最も弱い発現を示
すという結果となった.また， NOSプロモー
ターは，今回調べた組織の中では根での発現が
最も強く，ユピキチンプロモーター及び35Sプ Fig.4 級織化学的手法による GUS活性の検出
ロモーターは根と比較すると地上部での発現が強いことが明らかになった (Pig.3にこれら
のプロモーターはイネの主要な組織において十分機能するが，若子の組織特異性を示すことが
明らかになった.GUS遺伝子の発現については，組織化学的染色法によっても確認を行った.
その結果，根，稗及び葉のいずれの組織も，青色色素の生成が確認された (Pig.4).特に，
根と比較して葉において強い発色が認められたことから，ノーザンプロットの結果と矛盾のな
い結果が得られた.
5.導入遺伝子の遺伝的安定性についての解析
導入された遺伝子の後代への遺伝的安定性を確認するために GUS遺伝子を導入したトラ
ンスジェニツクイネのT1種子を用いて 2種類のマーカー遺伝子の発現を指標とした解析を
f子った.
GUS1系統の T1種子80粒を用い， 50昭/1ハイグロマイシン B存在下で発芽させ，薬剤耐性
試験を行ったところ (Table.3 )， 69個体が本薬剤に耐性を示し， 11個体が感受性の形質を示
した.また，無選択条件下で発芽させた同系統の幼横物体251弱体を用いて組織染色法により
GUS 活性の検出行ったところ (Table.3)，このうち18個体が青く染色され 7個体は染色さ
れなかった.これらの結果をサザンプロット分析の結果予想される 3 1の分離比に適合させ
てみると，予想された分離比にほぼ合致すると考えられる.これに対して， GUS2系統でもハ
イグロマイシン耐性及びGUS活性より算出される分離比はほぼ3: 1となり，サザンプロッ
ト分析の結采から予想される数値とは異なる結果が得られた.この結果は，イネゲノム中の同
ーもしくは非常に近接した領域に2コピーに外来遺缶子が導入されたことでこれらの遺伝子一の
分離が起こらず¥あたかも lコピーの外来遺伝子のように遺伝した結果ではないかと考えられ
る.以上より，アグロパクテリウム法でイネに導入された外来遺伝子は，通常の遺伝子と何様
に安定したメンデル遺伝を示すことが明らかとなった.
Table.3 T，種子における 2穣類のマーカー遺伝子の遺伝
系統 X' p χ2 p 分離比
GUSl 69 11 5.4 p>0.02 18 7 0.12 P>0.5 3 1 
GUS2 21 7 。 p>0.9 17 5 0.197 P>0.5 3 : 1 
Control 。 106 。 106 
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本研究において我々は形質転換に適するイネ品種の選定及びアグロパクテリウム感染条件の
至適化を試みることで，最終的なイネの形質転換効率を7.3%まで向上させることに成功した.
この効率は，現在イネの形質転換に用いられている他の方法と比較しでも 1-分高いものである
が，抗生物質による選択条件等を詳細に検討することにより，本法の更なる効率化が可能であ
ると考えられる.また，本法で作出したトランスジェニックイネにおける導入遺伝子の安定性
を調べたところ，後代へも安定に遺伝していることが確認され，導入遺伝子の安定性について
問題点が指摘されているエレクトロポレーション法やパーテイクルガン法等と比較して実用品
種の作出には有利であると考えられる.更に，導入した3つの遺伝子問での発現効率の比較実
験から，同じく単子葉植物であるトウモロコシ由来のユピキチンプロモーターの転写効率の高
さが証明され，イネにおける外来遺伝子の大量発現や，これを応用した有用物質生産等への応
用が可能であると考えられた.
摘 要
数年前まで，アグロパクテリウムは単子葉植物に感染することができないと考えられていた.
しかしながら，ここ 5年ほどの間にアグロパクテリウム感染を利用した遺伝子導入の方法はイ
ネの形質転換j去の中で最も重要な手法のーっとなってきた.その一方で，イネに同法を適用す
る場合には供試する品種間での形質転換効率の違いが問題となっている.本研究において，我々
はアグロパクテリウムを介した効率的なイネ形質転換システムの確立を百指して，再分化効率
の高い品種の検索を行った.本研究室に保存されている13品種間で、比較を行った結果，形質転
換イネの作出にはレイホウの使用が最も効果的であった.さらに 液体培地によるカルスの浮
遊培養及びアグロパクテリウム感染時の超音波処理が形質転換効率の向 tに有効であることも
明らかにした.
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